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1.1. Brassica rapa L. ssp. pekinensis (Lour.) Hanelt - pekinški kupus 
 
Pekinški kupus (Brassica rapa L. ssp. pekinensis (Lour.) Hanelt) je lisnato povrće koje 
spada u porodicu Brassicaceae (krstašice). Ova porodica je kozmopolitski rasprostranjena i 
uključuje 338 rodova te 3709 vrsta (Warwick i sur. 2006). MeĎu tim vrstama neke su od 
velikog znanstvenog značaja, kao npr. one iz rodova Arabidopsis i Brassica (Hall i sur. 2002; 
Koch 2003; Koch i Mummenhoff 2006), a mnoge od gospodarskog i agronomskog značaja 
npr. Brassica oleracea L. (kupus), Brassica oleracea L. var. italica (brokula), Brassica 
oleracea L. var. gemmifera (prokulica), Brassica oleracea L. var. botrytis (cvjetača), Brassica 
rapa L. ssp. rapa (repa), Armoracia rusticana P. Gaertn., B. Mey. & Scherb. (hren), 
Nasturtium officinale R. Br. (potočarka), Raphanus sativus L. (rotkvica). 
Pekinški kupus sadrţi karotenoide i tokoferole i prirodni je izvor antioksidanasa. 
Unutrašnje ţuto lišće pekinškog kupusa odraţava sadrţaj luteina i karotena, a potrošači 
preferiraju ţute sorte, jer upravo one imaju visoku hranjivu vrijednost (Jung i sur. 2014). 
Antioksidansi kao što su karotenoidi i tokoferoli su povezani sa smanjenim rizikom od 
kardiovaskularnih bolesti i nekoliko vrsta raka (Byers i Perry 1992). Pekinški kupus je vaţan 
izvor i glukozinolata, koji mogu smanjiti rizik od raka debelog crijeva, mokraćnog mjehura, 
pluća, raka dojke i prostate (Björkman i sur. 2011; Das i sur. 2000). 
 
 
Slika 1. Biljna vrsta Brassica rapa L. ssp. pekinensis (Lour.) Hanelt (pekinški kupus) 
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1.2. Sekundarni metaboliti 
 
Primarni metaboliti (ugljikohidrati, aminokiseline, masne kiseline, nukleinske kiseline) 
vaţni su za sintezu strukturnih elemenata te za rast i razvoj biljaka. Uz primarne, biljka 
proizvodi i niz sekundarnih metabolita, tj. tvari koje su sintetizirane sekundarnim reakcijama, 
iz primarnih metabolita. Sekundarni metaboliti nisu neophodni za rast i razvoj biljaka, ali su 
vrlo vaţni za njihovu prilagodbu na nove okolišne uvjete. Sekundarni metaboliti štite biljku 
od biljojeda i raznih štetnika, djelujući negativno na njihove stanične i metaboličke procese, 
privlače oprašivače i ţivotinje koje raznose sjemenke, sastavni su dijelovi nekih enzimskih 
kompleksa (koenzimi), posjeduju hormonsku aktivnost i imaju ulogu pri skladištenju štetnih 
produkata (Bourgaud i sur. 2001). Osim vaţnih uloga u biljci, mnogi sekundarni metaboliti 
odgovorni su za pozitivan učinak biljaka na zdravlje ljudi, stoga ih se naziva i bioaktivnim 
tvarima. U posljednjih nekoliko godina veliki je napredak postignut u razvoju novih metoda 
visoke razlučivosti i osjetljivosti za analizu sekundarnih metabolita. MeĎutim, u biljkama 
postoji velik broj sekundarnih metabolita prisutnih u količinama koje su još uvijek ispod 
granice detekcije postojećih modernih ureĎaja što oteţava istraţivanja njihovih biosintetskih 
puteva (Bednarek i Osbourn 2009). UtvrĎeno je da sekundarni metaboliti u biljci djeluju 
antivirusno, antibakterijski i antifungalno (Wink 1988). Pored toga, dokazano je da isti 
sudjeluju i u interakciji biljaka s drugim, konkurentskim biljkama (alelopatsko djelovanje) 
(Bourgaud i sur. 2001).  
Sekundarni metaboliti se uobičajeno klasificiraju prema svom biosintetskom putu i to u 
tri velike skupine spojeva – fenolne tvari, terpene i alkaloide (Harborn 1999). MeĎu 
navedenim, fenolne tvari su do sada najistraţivaniji spojevi; riječ je o skupini spojeva koji se 
sastoje od jedne ili više hidroksilnih skupina (-OH) vezanih izravno na najmanje jedan 
aromatski prsten (C6). Predstavnici iz skupine fenolnih spojeva prisutni su u svim biljkama 
dok su npr. alkaloidi puno specifičniji za pojedinu vrstu ili kultivar (Bourgaud i sur. 2001) što 
ponajprije ovisi o njihovoj ulozi u samoj biljci. Fenolni spojevi su npr. uključeni u sintezu 
lignina, koji je prisutan u svim biljnim vrstama, dok se alkaloidi, koji imaju puno specifičnije 
uloge sintetiziraju u specifičnim uvjetima i samo u pojedinim vrstama ili kultivarima. Još nije 
u potpunosti razjašnjeno zašto samo u nekim biljkama dolazi do sinteze specifičnih 
sekundarnih metabolita. Novija istraţivanja upućuju na to da su odgovorni odreĎeni geni čija 
je regulacija ekspresije još nedovoljno istraţena (Kliebenstein i Osbourn 2012).  
Postoje mnoge klasifikacijske sheme fenolnih tvari, a na temelju broja fenolnih jedinica 
u molekuli dijelimo ih na jednostavne fenole i polifenole. 
 4 
 
1.3. Fenolni spojevi 
 
Voće, povrće, cjelovite ţitarice i druge vrste hrane i pića, kao što su čaj, čokolada i vina 
bogat su izvor fenolnih spojeva. Raznolikost i široka distribucija fenolnih spojeva u biljkama 
doveli su do različitih načina kategorizacije ovih spojeva. Klasificiraju se prema izvorima 
podrijetla, biološkim funkcijama i kemijskoj strukturi. Prema kemijskoj strukturi aglikona, 
fenolne spojeve dijelimo na: fenolne kiseline, flavonoide, polifenolne amide i ostale 
polifenole (Tsao 2010). Najrasprostranjenija i najraznolikija skupina fenolnih spojeva u 
vrstama roda Brassica su flavonoidi (uglavnom flavonoli, ali i antocijani) i hidroksicimetne 
kiseline (Cartea i sur. 2011). 
U biljkama fenolni spojevi se pojavljuju u topivom obliku, kao i u kombinaciji s 
komponentama stanične stijenke - vezani polifenoli. 
 
 1.3.1.    Flavonoidi 
 
 S više od 10 000 izoliranih i identificiranih spojeva (Williams i Grayer 2004; Agati i 
sur. 2012) flavonoidi čine jednu od najbrojnijih skupina polifenolnih spojeva. Često su 
odgovorni za plavu, ljubičastu, ţutu, narančastu i crvenu boju biljaka. Flavonoidi imaju 
višestruko djelovanje poput sposobnosti sparivanja elektrona slobodnog radikala, vezivanja 
iona prijelaznih metala (Fe
2+
, Cu
2+
, Zn
2+
, Mg
2+
) (Ferrali i sur. 1997), aktiviranja 
antioksidacijskih enzima (Elliott i sur. 1992) i inhibiranja oksidaza (Cos i sur. 1998). 
Povezanost izmeĎu pojedinih flavonoida i svojstva hvatanja radikala, stvaranja kompleksa i 
antioksidacijske aktivnosti omogućuje razumijevanje antioksidacijskog i prooksidacijskog 
djelovanja flavonoida (Kazazić 2004.). Osnovna kemijska struktura flavonoida je kostur od 
petnaest ugljikovih atoma rasporeĎenih u dva aromatska prstena (A i B prsten) povezana 
heterocikličnim piranskim prstenom (C prsten) (sl. 2 A). Flavonoidi se mogu podijeliti u 
različite kategorije kao što su flavoni, flavonoli, flavanoli, izoflavoni, antocijanidi. Strukturna 
raznolikost flavonoida rezultat je brojnih modifikacija osnovne skeletne strukture, koje 
uvjetuju reakcije hidrogenacije, hidroksilacije, O-metilacije hidroksilnih grupa, dimerizacije, 
vezanja neorganskog sulfata i glikozilacija hidroksilnih grupa (O-glikozidi) ili flavonoidne 
jezgre (C-glikozidi). Flavonoidi se pojavljuju kao glikozidi, aglikoni i metilirani derivati. Oko 
90% flavonoida biljaka nalazi se u obliku glikozida (Swain i sur. 1979). Glikozilacija kod 
flavonoida dogaĎa se najčešće u poloţaju 3-, a manje u poloţaju 7-. Šećer koji se najčešće 
javlja jest glukoza, no javljaju se i galaktoza, ramnoza i ksiloza (Kazazić 2004). Osim što 
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djeluju antibakterijski, protuupalno, antialergijski, antivirusno i antikancerogeno, flavonoidi 
doprinose boji i okusu hrane (Kazazić 2004).  
 
A) 
 
 
B) 
 
Slika 2. A) Osnovna kemijska struktura flavonoida (preuzeto iz rada: Kumar i Pandey 2013). 
B) Kemijske strukture najzastupljenijih flavonoidnih aglikona u vrstama roda Brassica 
(preuzeto i prilagoĎeno iz rada: Cartea i sur. 2011). 
 
 1.3.1.1.   Flavonoidi u obrani biljaka od oksidativnog stresa 
 
Razni biotički i abiotički čimbenici dovode do stvaranja reaktivnih kisikovih spojeva 
(reactive oxygen species, ROS) koji uzrokuju oksidativni stres u biljaka. Flavonoidi imaju 
sposobnost apsorpcije štetnih valnih duljina zračenja (UV-A i UV-B), inhibiraju stvaranje i 
mogu inaktivirati već stvorene ROS-ove (Agati i sur. 2012.). Oksidativni stres pojačava 
biosintezu flavonoida u biljkama (Kumar i Pandey 2013.). Jačina antioksidacijskog kapaciteta 
i sposobnost apsorpcije UV valnih duljina ovisi o prirodi supstitucije na različitim prstenima 
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flavonoida. Tako dihidroksi B prsten supstituirani flavonoidi imaju veći antioksidacijski 
kapacitet, dok monohidroksi B prsten supstituirani flavonoidi imaju veću sposobnost 
apsorpcije UV valnih duljina (Agati i sur. 2012). Redukcijske funkcije flavonoida su od 
ključnog značaja za biljke pod teškim stresnim uvjetima. Te funkcije su popraćene veoma 
visokom koncentracijom dihidroksi B prsten supstituiranih flavonoida (Tattini i sur. 2004). 
Smatra se da flavonoidi predstavljaju sekundarni antioksidativni obrambeni sustav u biljnom 
tkivu izloţenom različitom stresu (Agati i sur. 2012). Lipidna peroksidacija je česta posljedica 
okidacijskog stresa čime se narušava integritet stanične membrane (Kumar i Pandey 2013). 
Kvercetin-3-O-rutinozid (rutin) moţe doći u interakciju s polarnom glavom fosfolipida, 
povećati krutost membrane i time zaštititi membranu od oksidativnog stresa (Erlejman i sur. 
2004). 
Novija istraţivanja pokazuju da se antioksidativni flavonoidi nalaze u jezgri mezofilnih 
stanica i unutar centara stvaranja ROS-ova, tj. kloroplasta. Tu mogu lako inaktivirati vodikov-
peroksid, hidroksil radikale i singletni kisik (Agati i sur. 2012; Pérez-Gregorio i sur. 2011). 
 
 1.3.1.2.   Flavonoidi kao regulatori rasta biljaka 
 
Flavonoidi (u nanomolarnim koncentracijama) mogu regulirati prijenos i katabolizam 
auksina (Kumar i Pandey 2013). Sposobnost flavonoida da stvore gradijent auksina rezultira 
fenotipovima različitih morfološko-anatomskih značajki (Taylor i Grotewold 2005). 
Sposobnost flavonoida da kontroliraju prijenos auksina moţe imati veliku vrijednost u 
stresom izazvanim morfogenim odgovorima biljaka, što je poznato kao strategija sesilnih 
organizama izloţenih nepovoljnom okolišu (Jansen 2002). Vrste bogate dihidroksi-
flavonoidima pokazuju fenotipove s izrazito različitim morfološkim svojstvima u odnosu na 
one bogate monohidroksi-flavonoidima (Kuhn i sur. 2011).  
Flavonoidi su učinkoviti inhibitori proteinaza (proteinase inhibitor, PIN) i MDR 
(multidrug resistance) glikoproteina koji su uključeni u kretanje auksina iz stanice u stanicu 
(Kumar i Pandey 2013). Sposobnost flavonoida da inhibiraju aktivnost PIN i MDR proteina 
ovisi o prisutnosti katehol skupine u B prstenu flavonoidnog skeleta (Kumar i Pandey 2013). 
Osim toga, flavonoidi reguliraju aktivnost IAA-oksidaze (indole-3-acetic acid, IAA) s izrazito 
različitim učincima na temelju njihove kemijske strukture (Mathesius 2001). Dokazi o 
poloţaju flavonoida (kao i enzima u biosintezi flavonoida) u jezgri podupiru mišljenja da 
flavonoidi mogu djelovati kao transkripcijski regulatori te tako modulirati aktivnost proteina 
koji su uključeni u rast stanica (Saslowsky i sur, 2005; Naoumkina i Dixon 2008). 
 7 
 
1.3.2.   Fenolne kiseline 
 
Fenolne kiseline su druga vaţna skupina polifenolnih tvari u biljnom carstvu, a javljaju 
se u obliku estera, glikozida ili amida, rjeĎe u slobodnom obliku. Slobodne fenolne kiseline 
najćešće se nalaze u voću i povrću, a fenolne kiseline u vezanom obliku najčešće su u 
ţitaricama i sjemenkama (Tsao 2010). Varijacije unutar fenolnih kiselina rezultat su broja i  
lokacije hidroksilnih skupina na aromatskom prstenu. Razlikujemo dvije glavne skupine 
fenolnih kiselina: derivate hidroksibenzojeve i derivate hidroksicimetne kiseline (sl. 3 A). 
Derivati hidroksibenzojeve kiseline su galna, vanilinska, siringična i protokatehinska kiselina, 
a derivati hidroksicimetne kiseline su ferulična, kavena, p-kumarinska, sinapinska i 
klorogenska kiselina. Ove kiseline pripadaju različitim biosintetskim putevima; 
hidroksibenzojeve pripadaju aminobenzoatnom putu, a hidroksicimetne kiseline 
fenilpropanoidnom putu biosinteze zbog čega imaju sličnosti s flavonoidima. 
 
1.3.2.1.   Hidroksicimetne kiseline 
 
 Hidroksicimetne kiseline s osnovnom strukturnom jedinicom C6-C3 su 
hidroksilirani derivati cimetne kiseline (Dewick 2007). Početni spoj u biosintezi 
hidroksicimetnih kiselina je aromatska aminokiselina L-fenilalanin koja nastaje iz korizmata 
kao konačnog produkta biosintetskog puta šikiminske kiseline (sl. 4). Dodatnim reakcijama 
dekarboksilacije, transaminacije i deaminacije nastaju cimetna (3-fenil propenska) kiselina i 
hidroksicimetne kiseline. Naknadnim reakcijama hidroksilacije, metoksilacije i dr., nastaju 
derivati cimetne kiseline: p-kumarinska kiselina (p-hidroksicimetna kiselina), kavena kiselina 
(2,3-dihidroksicimetna kiselina), ferulična kiselina (2-metoksi-3-hidroksicimetna kiselina), 
sinapinska kiselina (2,4-dimetoksi-3-hidroksicimetna kiselina) (Dixon i sur. 2005). Sevgi i 
sur. (2015) ispitali su antioksidativni učinak hidroksicimetnih kiselina te njihov potencijal u 
zaštiti DNA od oštećenja. Ferulična kiselina pokazala se kao najaktivnija fitokemikalija, čak i 
pri najniţim koncentracijskim vrijednostima (0,002 mg/ml), štitila je plazmidnu DNA u 
prisutnosti H2O2 i UV. 
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A) 
 
 
 
B) 
 
                                      p-kumarinska                                  kavena 
 
 
                                         ferulična                                   sinapinska 
 
Slika 3. A) Osnovna kemijska struktura hidroksicimetnih kiselina (preuzeto i prilagoĎeno iz 
rada: Robards i sur. 1999). B) Usporedba kemijskih struktura hidroksicimetnih kiselina 
zastupljenih u vrsti Brassica rapa L. subsp. pekinensis (Lour.) Hanelt. 
 
1.4. Flavonoidi i hidroksicimetne kiseline unutar roda Brassica 
 
 U novije vrijeme brojna istraţivanja pokazuju da su krstašice dobar izvor prirodnih 
antioksidanasa, karotenoida, tokoferola i askorbinske kiseline, spojeva koji mogu pomoći u 
zaštiti ljudskog organizma od oštećenja reaktivnim kisikovim spojevima. Uz navedene,  
prisutnost fenolnih spojeva u krstašica odgovorna je za većinu antioksidativnog djelovanja.  Iz 
ovih razloga potrošnja povrća iz roda Brassica raste. Dokazana je pozitivna korelacija izmeĎu 
konzumacije krstašica i prevencije degenerativnih kardiovaskularnih bolesti te različitih vrsta 
raka (Cartea i Velasco 2008; Traka i Mithen 2009). Sadrţaj fenola nalazi se u rasponu od 15,3 
mg / 100 g svjeţe mase u bijelom kupusu do 337,0 mg / 100 g u brokuli (Podsedek 2007). 
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Danas je dobro poznato da su krstašice bogate flavonoidima, posebno flavonolima. NaĎen je 
veliki broj flavonoidnih glikozida, meĎu njima glikozidi kempferola i kvercetina, njihovih 
derivata u kombinaciji s hidroksicimetnom kiselinom, kao i derivati sinapinske kiseline koji 
su najvaţniji fenolni spojevi u vrstama roda Brassica  (Vallejo i sur. 2002; Martinez-Sanchez 
i sur. 2008; Nielsen i sur. 1998). 
 
         1.4.1.   Flavonoidi i hidroksicimetne kiseline u vrsti Brassica rapa 
 
 Glavni polifenolni spojevi identificirani u vrsti B. rapa su acilirani mono-, di-, tri- i 
tetraglukozidi kvercetina, kempferola i izoramnetina, kao i esteri hidroksicimetne s jabučnom 
kiselinom, glikozidima i kininskom kiselinom (Harbaum i sur. 2007; Harbaum i sur. 2008). 
Glavna razlika izmeĎu B. oleracea i B. rapa vrsta je prisutnost derivata izoramnetina u B. 
rapa vrsti, koji nikad nisu prisutni u vrsti B. oleracea (Romani i sur. 2006). Ferreres i sur. 
(2008) te Francisco i sur. (2009) identificirali su više od 20 aciliranih i neaciliranih flavonol 
glikozida, feruličnu i sinapinsku kiselinu u B. rapa var. rapa. Sadrţaj polifenolnih spojeva 
ispitan je u jestivim dijelovima ove vrste uključujući listove, stabljiku, cvjetne pupoljke i 
korijen (Fernandes i sur. 2007; Francisco i sur. 2009). Korijen repe manje je zanimljiv jestivi 
dio u odnosu na listove ili cvatove kupusa zbog vrlo male količine polifenolnih spojeva i 
malog antioksidativnog kapaciteta tih spojeva u ovom organu (Fernandes i sur. 2007; 
Francisco i sur. 2009). U radu Fernandes i sur. (2007) samo ferulična i sinapinska kiselina te 
njihovi derivati detektirani su u značajnim količinama u korijenu vrste B. rapa var. rapa. 
 
 1.4.2.  Biosintetski putevi  hidroksicimetnih kiselina i flavonoida 
 
Hidroksicimetne kiseline i flavonidi u biljkama se sintetiziraju iz aminokiseline L-
fenilalanina (Kutchan i sur. 2015.). L-fenilalanin se djelovanjem enzima fenilalaninamonij-
lijaze (PAL) pretvara u cimetnu kiselinu koja se dalje djelovanjem enzima cinamat-4-
hidroksilaze (C4H) prevodi u p-kumarinsku kiselinu. Ova kiselina je mjesto račvanja - 
djelovanjem enzima 4-kumaroil-CoA-liaze (4CL) sintetizirat će se 4-kumaroil-koenzimA  i 
dalje iz njega (uz ulaganje malonil-koenzima A) flavonoidi, a djelovanjem enzima p-
kumaroil-šikimat/kvinat-3-hidroksilaze (C3H) kavena kiselina i nizvodno ostale 
hidroksicimetne kiseline (sl. 4). 
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Slika 4. Biosintetski putevi od fenilalanina do hidroksicimetnih kiselina i flavonoida 
(preuzeto i prilagoĎeno iz udţbenika „Biochemistry and molecular biology of plants― autora 
Kutchan i sur.: PAL = fenilalanin amonij-liaza, C4H = cinamat-4-hidroksilaza, C3H = p-
kumaroil-šikimat/kvinat-3-hidroksilaza, CCoAOMT = kafeoil-CoA 3-O-metil transferaza, 
F5H = ferulična (koniferil aldehid/alkohol) 5-hidroksilaza, COMT = O-metiltransferaza 
kavene kiseline, 4CL = 4-kumaroil-CoA-liaza, CHS = halkon-sintaza, CHI = halkon-
izomeraza, F3H = flavanon-3-hidroksilaza, F3ˋH =  flavonoid-3'-hidrokilasa, FLS = flavonol-
sintaza, OMT = O-metiltransferaza. 
 
1.5. Fenolni spojevi u gospinoj travi, koprivi i kadulji 
 
 Ekstrakti gospine trave sadrţe puno komponenti s dokumentiranom biološkom 
aktivnošću, uključujući fenolne kiseline i širok raspon flavonoida. Sadrţaj flavonoida iznosi 
11,7% u cvjetovima i 7,4% u listovima i stabljici (Ma i Xiao 1990). Glavni flavonoidi u 
ekstraktu gospine trave su rutin, hiperozid, izokvercitrin, avikularin, kvercitrin i kvercetin 
(Zou i sur. 2004). Glavne aktivne komponente u ekstraktu gospine trave su flavonoli (npr. 
kempferol, kvercetin), flavoni (npr. luteolin) i glikozidi (npr. hiperozid, izokvercitrin, 
kvercitrin, rutin), biflavonoidi uključujući biapigenin (flavon) i amentoflavoni (derivati 
biapigenin) (Berghofer i Hölzl 1987; Berghofer i Hölzl 1989), te katehini (flavonoidi često 
povezani s kondenziranim taninima) (Ollivier i sur. 1985; Hoelzl i Ostrowski 1987). 
Koncentracije rutina, hiperozida i izokvercitina iznose 1.6%, 0.9% i 0.3% (Dorossiev 1985). 
Od ostalih polifenolnih spojeva u ekstraktu gospine trave prisutne su kavena, klorogenska, p-
kumarinska, ferulična, p-hidroksibenzojeva i vanilinska kiselina (Barnes i sur. 2001). 
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 Pinelli i sur. (2008) su istraţivali fenolne spojeve u listovima, stabljici i tekstilnim 
vlaknima kultivirane i divlje koprive. Njihova su istraţivanja pokazala da listovi kultivirane i 
divlje koprive sadrţe velike količine klorogenske te estera kavene s jabučnom kiselinom 
(derivati hidroksicimetne kiseline), naime 71,5 i 76,5%  od ukupnih fenolnih spojeva. 
Pokazalo se da su flavonoidi glavne komponente stabljike: 54,4% ukupnih fenolnih spojeva u 
kultiviranoj koprivi i 31,2% u divljem tipu. Od fenolnih spojeva kopriva sadrţi klorogensku, 
kavenu, kumarinsku, kviničnu, vanilinsku, homovanilinsku, 2-hidroksicimetnu, 4-
hidroksicimetnu, feruličnu, siringičnu i galnu kiselinu, te kempferol, kvercetin, kempferol-3-
O-glikozid, kvercetin-3-O-glikozid, izoramnetin-3-O-glikozid, kvercetin-3-O-rutinozid, 
izoramnetin-3-O-rutinozid, kempferol-3-O-rutinozid i izoramnetin-3-O-neohesperidozid 
(Otles i Yalcin 2012). 
 
 Kadulja je prirodni izvor flavonoida i fenolnih kiselina (npr. ruţmarinske i kavene 
kiseline). Najveći dio fenolnih kiselina u kadulji su derivati kavene kiseline koja je temeljna 
komponenta velikog broja biljnih metabolita (Kamatou i sur. 2010). Kadulja obiluje i 
spojevima poput karnozola i karnozinske kiseline, rozmadiala, rozmanola, epirozmanola, 
metil karnozata i luteolin-7-O-β-glukopiranozida za koje je dokazano da imaju snaţnu 
antioksidativnu aktivnost (Aleksovski i Savova 2007). 
 
1.6. Ciljevi ovog diplomskog rada bili su: 
 
a) metodom tekućinske kromatografije visoke moći razlučivanja identificirati i 
kvantificirati dominantne flavonoide i hidroksicimetne kiseline u klijancima 
pekinškog kupusa, 
b) odrediti utjecaj vodenih ekstrakata gospine trave, koprive i kadulje na sadrţaj 
flavonoida i hidroksicimetnih kiselina u klijancima pekinškog kupusa, 
c) odrediti utjecaj odabranih fenolnih spojeva, kempferola, izoramnetina, ferulične i p-
kumarinske kiseline, na sadrţaj flavonoida i hidroksicimetnih kiselina u klijancima 
pekinškog kupusa te 
d) izmeĎu testiranih tretmana klijanaca pekinškog kupusa odabrati najoptimalniji na 
razini sadrţaja flavonoida i hidroksicimetnih kiselina za potencijalnu upotrebu u 
uzgoju pekinškog kupusa obogaćenog fenolnim bioaktivnim tvarima. 
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2. MATERIJALI I METODE 
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2.1. Biljni materijal 
 
Za potrebe ovog istraţivanja kao modelni organizam korišteni su klijanci vrste Brassica 
rapa L. subsp. pekinensis (Lour.) Hanelt (pekinški kupus). Sjemenke ove vrste dobivene su od 
prof. dr. sc. Jutte Ludwig-Müller iz laboratorija za fiziologiju biljaka Instituta za botaniku 
Tehničkog Sveučilišta u Dresdenu, Njemačka. Sjemenke su klijale pet dana na vlaţnom filter-
papiru pri sobnoj temperaturi (sl. 5 A), zatim su klijanci (sl. 5 B) stavljeni u petrijevke i 
inkubirani 24h u otopinama odabranih fenolnih spojeva ili biljnim ekstraktima (sl. 6, tab.1). 
Nakon inkubacije klijanci su presaĎeni u univerzalni supstrat za sobno bilje (sl. 7 i 8) i 
sljedećih 5 dana uzgajani u stakleniku pri stalnim uvjetima (temperatura 23±1°C, 16h svjetla i 
8h mraka). Nakon toga klijanci su izvaĎeni iz supstrata, nadzemni dio je odvojen, temeljito 
ispran vodom, smrznut pod tekućim N₂ i pohranjen na -80°C do ekstrakcije biljnog materijala. 
 
 
Slika 5. A) Sjemenke vrste Brassica rapa ssp. pekinensis pri naklijavanju na vlaţnom filter 
papiru. B) Klijanci vrste Brassica rapa ssp. pekinensis stari pet dana (stadij u kojemu su 
tretirani biljnim ekstraktima ili fenolnim spojevima). 
A B 
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Slika 6. Habitus, suhi biljni materijal i vodeni ekstrakt vrsta: A) Hypericum perforatum L. 
(gospina trava), B) Urtica dioica L. (kopriva), C) Salvia officinalis L. (kadulja). 
 
B) 
A) 
C) 
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Slika 7. Klijanci vrste Brassica rapa ssp. pekinensis stari deset dana prethodno tretirani 
vodenim ekstraktima: A) gospine trave, C) koprive, D) kadulje. B) Klijanci tretirani vodom 
(kontrola). 
 
 
Slika 8. Klijanci vrste Brassica rapa ssp. pekinensis stari deset dana prethodno tretirani 
fenolnim spojevima: A) feruličnom kiselinom, B) p-kumarinskom kiselinom, C) 
kempferolom, D) izoramnetinom. E) Klijanci tretirani puferom (kontrola). 
 
 
 
A B C 
E D 
A B 
C D 
 16 
 
Tablica 1. Tretmani klijanaca fenolnim spojevima ili biljnim ekstraktima. 
fenolni spojevi biljni ekstrakti 
  
kontrola 0 (MES*) kontrola H₂O (deionizirana voda) 
MES + kempferol vodeni ekstrakt gospine trave 
MES + ferulična kiselina vodeni ekstrakt kadulje 
MES + p-kumarinska kiselina vodeni ekstrakt koprive 
MES + izoramnetin  
               * MES = 2-N-morfolino-etansulfonska kiselina 
 
2.2. Priprema vodenih biljnih ekstrakata i otopina fenolnih spojeva za inkubaciju   
       klijanaca 
 
Masa od 0,25 g suhog biljnog materijala ekstrahirana je sa 100 mL vode pri 100 °C 30 
min. Nakon toga su ekstrakti filtrirani kroz filter-papir i dobiveni filtrati (sl. 7) korišteni su za 
inkubaciju klijanaca; otprilike 50 klijanaca inkubirano je u 40 mL biljnog ekstrakta. Otopine 
odabranih fenolnih spojeva pripremljene su otapanjem etanolnih otopina njihovih standarda u 
odreĎenom volumenu deionizirane vode da bi se postigla konačna koncentracija od 10µM i 
klijanci su takoĎer inkubirani u volumenu od 40 ml ovih otopina, što znači da su tretirani s 
114,5 µg kempferola, 126,5 µg izoramnetina, 77,7 µg ferulične kiseline ili 65,7 µg p-
kumarinske kiseline. 
 
2.3. Ekstrakcija fenolnih spojeva 
 
Pripremljeno tkivo homogenizirano je tučkom u tarioniku uz dodatak tekućeg dušika. 
Ekstrakcija je provedena 80% metanolom (MeOH) kao otapalom za fenolne komponente. 
Odvojeno je 300 mg svjeţeg tkiva i homogenizirano s 1,5 ml 80% MeOH. Homogenati su 
miješani 1 min, nakon toga stavljeni 15 minuta u ultrazvučnu kupelju, a potom dva sata u 
rotacionu miješalicu na 23°C pri 150 rpm. Nakon provedene ekstrakcije svi uzorci pročišćeni 
su centrifugiranjem tri puta po 10 minuta pri 11 000 rpm i  4°C. Supernatant se svaki put 
paţljivo odvoji od taloga i prebaci u novu epruvetu. Nakon trećeg centrifugiranja, slijedi 
hidroliza ekstrakata prema sljedećem protokolu: na 300 µl biljnog ekstrakta dodano je 34 µl 
koncentrirane HCl. U svakom uzorku konačna koncentracija HCl iznosila je 1,2 M. Uzorci su 
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potom inkubirani dva sata na 80°C pri 300 rpm. Nakon završetka hidrolize uzorci su 
pohranjeni na -20°C na 15 minuta te je potom svaki uzorak prebačen u bočice za HPLC. 
 
2.4. Razdvajanje i identifikacija fenolnih spojeva metodom tekućinske kromatografije    
       visoke moći razlučivanja 
 
Nakon ekstrakcije i hidrolize fenolnih spojeva iz klijanaca kineskog kupusa, dobiveni 
ekstrakti se podvrgnu analizi metodom tekućinske kromatografije visoke moći razlučivanja 
(high performance liquid chromatography, HPLC). Kvalitativna i kvantitativna HPLC analiza 
fenolnih spojeva provedena je na ureĎaju za HPLC, Agilent 1100 Series System. Korištena su 
dva polarna otapala – otapalo A = 0,2% octena kiselina (v/v) i otapalo B = 80% metanol i 
0,2% octena kiselina. Metoda korištena za razdvajanje i analizu fenolnih spojeva prethodno je 
razvijena u Laboratoriju za fitokemiju Biološkog odsjeka Prirodoslovno–matematičkog 
fakulteta Sveučilišta u Zagrebu. Prilikom HPLC analize svaki je uzorak nanešen na kolonu u 
volumenu od 50 µL, brzina toka bila je konstantna i iznosila 1,0 mL/min, a temperatura 
kolone namještena na 30°C. Apsorbancija je očitana na valnim duljinama od 310 nm za 
odreĎivanje fenolnih kiselina i 360 nm za odreĎivanje flavonoida. Kako bi bilo moguće 
napraviti kvalitativnu analizu, na ureĎaju za HPLC očitani su standardi za flavonoide te za 
hidroksicimetne kiseline. Fenolni spojevi karakterizirani su usporeĎujući njihova retencijska 
vremena sa onima komercijalnih standarda. Retencijsko vrijeme je vrijeme proteklo od unosa 
uzorka u sustav za kromatografiju do biljeţenja najvećeg pika odreĎene tvari. 
Rezultat provedene HPLC analize predstavlja kromatogram, niz simetričnih eluacijskih 
krivulja odnosno pikova koji nastaju nakon prolaska analita kroz kolonu i detektor. Površina 
pika ovisi o koncentraciji tvari u uzorku i odazivu detektora spram toga analita. Kromatogram 
omogućava kvalitativnu i kvantitativnu analizu. Poloţaj pika na vremenskoj osi (retencijsko 
vrijeme) identificira odreĎenu komponentu, a iz površine (ili visine) pika se moţe izračunati 
količina identificirane supstance. Identifikacija flavonoida i hidroksicimetnih kiselina u 
uzorcima provedena je usporedbom retencijskih vremena s očitanim standardima. 
Kvantifikacija spomenutih spojeva provedena je upotrebom kalibracijskih krivulja njihovih  
standarda (tab. 2). 
Analiza razlika u količini fenolnih spojeva netretiranih klijanaca provedena je u 
programu Statistica 13.1 upotrebom one-way ANOVA + Duncanov test. Statistička analiza 
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razlika izmeĎu tretiranih i kontrolne skupine biljaka provedena je u programu Microsoft Excel 
2010 upotrebom t-testa.  
 
Tablica 2. Jednadţbe kalibracijskih pravaca i R2 vrijednosti standarda odabranih fenolnih 
spojeva 
 
fenolni spoj jednadžba kalib. pravca R2 
kavena kiselina y = 2423.6x + 11.203 0.999 
p-kumarinska kiselina y = 3502.6x + 40.25 0.999 
sinapinska kiselina y = 1842.1x + 25.56 0.999 
ferulična kiselina y = 2815.8x – 36.454 0.999 
   
kvercetin y = 944.51x - 39.118 0.997 
kempferol y = 1076.9x - 36.287 0.998 
izoramnetin y = 1241.9x - 39.743 0.999 
Podaci predstavljaju srednju vrijednost triju tehničkih replika ± 
standardna pogreška. 
 
 
2.5. Popis korištenih kemikalija abecednim redom 
 
Kemikalija ProizvoĎač 
2-(N-morfolino)etansulfonska kiselina   Alfa Aesar, Karlsruhe, Njemačka 
Kempferol Sigma-AldrichGmbH, Taufkirchen, Njemačka 
ferulična kiselina Extrasynthese, Genay, Francuska 
p-kumarinska kiselina Extrasynthese, Genay, Francuska 
Izoramnetin Sigma-AldrichGmbH, Taufkirchen, Njemačka 
Metanol J. T. Baker, Avantos Performance Materials, 
Poljska 
kavena kiselina Extrasynthese, Genay, Francuska 
klorovodična kiselina Kemika, Zagreb, Hrvatska 
Kvercetin Sigma-AldrichGmbH, Taufkirchen, Njemačka 
octena kiselina J. T. Baker, Avantos Performance Materials, 
Poljska 
sinapinska kiselina Extrasynthese, Genay, Francuska 
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3. REZULTATI 
 
 20 
 
3.1. Fenolni profil klijanaca pekinškog kupusa analiziran metodom tekućinske  
       kromatografije visoke moći razlučivanja 
 
Metodom tekućinske kromatografije visoke moći razlučivanja razdvojeni su i identificirani 
dominantni flavonoidi (sl. 9 A) i hidroksicimetne kiseline (sl. 9 B) klijanaca pekinškog 
kupusa. Od flavonoida identificirani su kvercetin, kempferol i izoramnetin (sl. 9 A), a od 
hidroksicimetnih kiselina kavena, p-kumarinska, ferulična i sinapinska kiselina (sl. 9 B). 
 
 
Slika 9. A) Flavonoidi i B) hidroksicimetne kiseline klijanaca pekinškog kupusa razdvojeni 
metodom tekućinske kromatografije visoke moći razlučivanja. Flavonoidi su snimljeni pri 
valnoj duljini od 360 nm, a kiseline pri 310 nm. 
 
 21 
 
Upotrebom jednadţbi kalibracijskih pravaca za standarde (tab. 2) odreĎene su mase 
identificiranih spojeva u klijancima. MeĎu identificiranima, značajno najzastupljeniji je 
flavonoid kempferol s udjelom od 58 mg/kg sm, nakon njega slijede kvercetin sa 6 mg/kg sm, 
te izoramnetin sa 4 mg/kg sm (sl. 10 A). Od identificiranih hidroksicimetnih kiselina značajno 
najzastupljenija je sinapinska kiselina s udjelom 33 mg/kg sm, nakon čega slijede ferulična s 3 
mg/kg sm, kavena s 2 mg/kg sm i p-kumarinska sa svega 0,4 mg/kg sm klijanaca (sl. 10 B). 
 
 
Slika 10. Količina identificiranih A) flavonoida i B) hidroksicimetnih kiselina u klijancima 
pekinškog kupusa. Podaci predstavljaju prosjek triju bioloških replika ± standardna devijacija. 
Vrijednosti označene različitim slovima su statistički različite (one-way ANOVA + Duncanov 
test) pri P≤0,05. 
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3.2. Fenolni spojevi biljnih ekstrakata razdvojeni i analizirani metodom tekućinske  
       kromatografije visoke moći razlučivanja 
 
 Metodom tekućinske kromatografije visoke moći razlučivanja razdvojeni su i 
identificirani dominantni flavonoidi i hidroksicimetne kiseline vodenih ekstrakata gospine 
trave (sl. 11 A i 12 A), koprive (sl. 11 B i 12 B) i kadulje (sl. 11 C i 12 C). U ekstraktu 
gospine trave dominantni flavonoid je kvercetin (sl. 11 A), a od hidroksicimetnih kiselina 
kavena, p-kumarinska i ferulična (sl. 12 A). U ekstraktu koprive identificirani su flavonoidi 
kvercetin i kempferol (sl. 11 B), a od kiselina kavena, p-kumarinska i ferulična (sl. 12 B). U 
ekstraktu kadulje zabiljeţeni su flavonoidi kvercetin, kempferol i izoramnetin (sl. 11 C), dok 
su od kiselina identificirane kavena, p-kumarinska, ferulična i sinapinska (sl. 12 C). 
 
Slika 11. Flavonoidi ekstrakata A) gospine trave, B) koprive i C) kadulje razdvojeni metodom 
tekućinske kromatografije visoke moći razlučivanja i snimljeni pri valnoj duljini od 360 nm. 
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Slika 12. Hidroksicimetne kiseline ekstrakata A) gospine trave, B) koprive i C) kadulje 
razdvojeni metodom tekućinske kromatografije visoke moći razlučivanja i snimljeni pri 
valnoj duljini od 310 nm. 
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3.3. Stabilnost fenolnih spojeva u biljnim ekstraktima 
 
 Analiza količine dominantnih flavonoida u trenutku pripreme ekstrakta i 24 h nakon 
pripreme pokazala je da nije došlo do značajnog smanjenja količine kempferola, kvercetina i 
izoramnetina niti u jednom od testiranih ekstrakata (sl. 13).  
 
 
Slika 13. Stabilnost flavonoida u vodenim ekstraktima gospine trave (gt), koprive (kop) i 
kadulje (kad) unutar 24h. kempf = kempferol, querc = kvercetin, isorh = izoramnetin. Prije = 
svjeţi vodeni ekstrakt pohranjen na -20°C, nakon = vodeni ekstrakt pohranjen na -20°C nakon 
24h inkubacije pri sobnoj temperaturi.  
 
Analizom stabilnosti dominantnih hidroksicimetnih kiselina 24 h nakon pripreme 
utvrĎeno je da nije došlo do značajnog smanjenja količine niti jedne od identificiranih kiselina 
niti u jednom od ekstrakata (sl. 14).  
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Slika 14. Stabilnost hidroksicimetnih kiselina u vodenim ekstraktima gospine trave (gt), 
koprive (kop) i kadulje (kad) unutar 24h. Prije = svjeţi vodeni ekstrakt pohranjen na -20°C, 
nakon = vodeni ekstrakt spremljen na -20°C nakon 24h inkubacije pri sobnoj temperaturi.  
 
3.4. Utjecaj biljnih ekstrakata i fenolnih spojeva na sadržaj flavonoida u klijancima  
       vrste Brassica rapa ssp. pekinensis 
 
 Tretman klijanaca pekinškog kupusa vodenim ekstraktom kadulje značajno je u klijancima 
povećao količinu flavonoida kempferola (sl. 15 A). Konkretno, udio kempferola od 58 mg po 
kg suhe tvari klijanaca nakon tretmana ekstraktom kadulje porastao je na 96 mg po kg suhe 
tvari, što je povećanje od 1,65 puta. Ostali testirani ekstrakti (gospina trava i kopriva) nisu 
uzrokovali značajno povećanje količine kempferola u klijancima pekinškog kupusa (sl. 15 A). 
 Obrada klijanaca pekinškog kupusa vodenim otopinama odabranih flavonoida i fenolnih 
kiselina nije rezultirala značajnim promjenama količine flavonoida kempferola u klijancima 
pekinškog kupusa (sl. 15 B).  
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Slika 15. Utjecaj A) vodenih ekstrakata biljaka i B) fenolnih spojeva na količinu kempferola u 
klijancima vrste Brassica rapa ssp. pekinensis. H2O = kontrolne biljke tretirane vodom, gt = 
vodeni ekstrakt gospine trave, kop = vodeni ekstrakt koprive, kad = vodeni ekstrakt kadulje. 0 
= kontrolne biljke tretirane puferom, kempf = kempferol, isorh = izoramnetin, fer = ferulična 
kiselina, p-coum = p-kumarinska kiselina. *označava statistički značajnu vrijednost (t-test) pri 
P≤0,1 naspram kontrole (A = voda, B = pufer). 
 
Obrada klijanaca pekinškog kupusa ekstraktom gospine trave uzrokovala je značajan 
porast količine kvercetina u klijancima (sl. 16 A). Ekstrakti koprive i kadulje takoĎer 
pokazuju tendeciju povećanja količine kvercetina u klijancima pekinškog kupusa, meĎutim na 
razini značajnosti P≤0,1 to nisu značajni učinci (sl. 16 A). 
Tretmani klijanaca otopinama fenolnih spojeva nisu uzrokovali značajne promjene 
količine kvercetina u klijancima pekinškog kupusa (sl. 16 B).  
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Slika 16. Utjecaj A) vodenih ekstrakata biljaka i B) fenolnih spojeva na količinu kvercetina u 
klijancima vrste Brassica rapa ssp. pekinensis. H2O = kontrolne biljke tretirane vodom, gt = 
vodeni ekstrakt gospine trave, kop = vodeni ekstrakt koprive, kad = vodeni ekstrakt kadulje. 0 
= kontrolne biljke tretirane puferom, kempf = kempferol, isorh = izoramnetin, fer = ferulična 
kiselina, p-coum = p-kumarinska kiselina. *označava statistički značajnu vrijednost (t-test) pri 
P≤0,05 naspram kontrole (A = voda, B = pufer). 
 
 Niti jedan od tretmana, bilo da se radi o biljnim ekstraktima ili otopinama standarda 
fenolnih spojeva, nije značajno promijenio količinu izoramnetina u klijancima pekinškog 
kupusa (sl. 17 A i B).  
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Slika 17. Utjecaj A) vodenih ekstrakata biljaka i B) fenolnih spojeva na količinu izoramnetina 
u klijancima vrste Brassica rapa ssp. pekinensis. H2O = kontrolne biljke tretirane vodom, gt = 
vodeni ekstrakt gospine trave, kop = vodeni ekstrakt koprive, kad = vodeni ekstrakt kadulje. 0 
= kontrolne biljke tretirane puferom, kempf = kempferol, isorh = izoramnetin, fer = ferulična 
kiselina, p-coum = p-kumarinska kiselina. 
 
3.5. Utjecaj biljnih ekstrakata i fenolnih spojeva na sadržaj hidroksicimetnih kiselina u 
klijancima vrste Brassica rapa ssp. pekinensis 
 
Tretman klijanaca pekinškog kupusa vodenim ekstraktom kadulje značajno je u 
klijancima povećao količinu kavene kiseline (sl. 18 A). Konkretno, udio kavene kiseline od 
1,5 mg po kg suhe tvari klijanaca nakon tretmana ekstraktom kadulje porastao je na 5,4 mg po 
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kg suhe tvari, što je povećanje od 3,6 puta. Ekstrakti gospine trave i  koprive nisu uzrokovali 
značajno povećanje količine kempferola u klijancima pekinškog kupusa (sl. 18 A). 
MeĎu tretmanima fenolnim spojevima, samo onaj p-kumarinskom kiselinom rezultirao 
je značajnim porastom količine kavene kiseline u klijancima pekinškog kupusa (sl. 18 B) 
 
 
Slika 18. Utjecaj A) vodenih ekstrakata biljaka i B) fenolnih spojeva na količinu kavene 
kiseline u klijancima vrste Brassica rapa ssp. pekinensis. H2O = kontrolne biljke tretirane 
vodom, gt = vodeni ekstrakt gospine trave, kop=vodeni ekstrakt koprive, kad = vodeni 
ekstrakt kadulje. 0 = kontrolne biljke tretirane puferom, kempf = kempferol, isorh = 
izoramnetin, fer = ferulična kiselina, p-coum = p-kumarinska kiselina. *označava statistički 
značajnu vrijednost (t-test) pri P≤0,1 naspram kontrole (A = voda, B = pufer). 
 30 
 
 Niti jedan od tretmana, bilo da se radi o biljnim ekstraktima ili otopinama standarda 
fenolnih spojeva, nije značajno promijenio količinu p-kumarinske kiseline u klijancima 
pekinškog kupusa (sl. 19 A i B). 
 
 
Slika 19. Utjecaj A) vodenih ekstrakata biljaka i B) fenolnih spojeva na količinu p-
kumarinske kiseline u klijancima vrste Brassica rapa ssp. pekinensis. H2O = kontrolne biljke 
tretirane vodom, gt = vodeni ekstrakt gospine trave, kop = vodeni ekstrakt koprive, kad = 
vodeni ekstrakt kadulje. 0 = kontrolne biljke tretirane puferom, kempf = kempferol, isorh = 
izoramnetin, fer = ferulična kiselina, p-coum = p-kumarinska kiselina. Testiranje začajnosti 
provedeno ja na razini P≤0,1. 
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 Tretman klijanaca pekinškog kupusa vodenim ekstraktom kadulje značajno je u 
klijancima povećao količinu ferulične kiseline (sl. 20 A). Nakon tretmana ekstraktom kadulje 
udio ferulične kiseline od 3,3 mg po kg suhe tvari klijanaca porastao je na 4,9 mg po kg suhe 
tvari, što je povećanje od 1,48 puta. Ekstrakti gospine trave i  koprive nisu uzrokovali 
značajno povećanje količine kempferola u klijancima pekinškog kupusa (sl. 20 A). 
Obrada klijanaca pekinškog kupusa vodenim otopinama odabranih flavonoida i fenolnih 
kiselina nije rezultirala značajnim promjenama količine ferulične kiseline u klijancima 
pekinškog kupusa (sl. 20 B). 
 
Slika 20. Utjecaj A) vodenih ekstrakata biljaka i B) fenolnih spojeva na količinu kavene 
kiseline u klijancima vrste Brassica rapa ssp. pekinensis. H2O = kontrolne biljke tretirane 
vodom, gt = vodeni ekstrakt gospine trave, kop = vodeni ekstrakt koprive, kad = vodeni 
ekstrakt kadulje. 0 = kontrolne biljke tretirane puferom, kempf = kempferol, isorh = 
izoramnetin, fer = ferulična kiselina, p-coum = p-kumarinska kiselina. *označava statistički 
značajnu vrijednost (t-test) pri P≤0,1 naspram kontrole (A = voda, B = pufer). 
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 Tretman klijanaca pekinškog kupusa vodenim ekstraktom kadulje značajno je u klijancima 
povećao količinu sinapinske kiseline (sl. 21 A). Nakon tretmana ekstraktom kadulje došlo je 
do povećanja od 2,8 puta, naime udio sinapinske kiseline od 32,7 mg po kg suhe tvari 
klijanaca porastao je na 91,8 mg po kg suhe tvari. Ekstrakti gospine trave i koprive nisu 
uzrokovali značajno povećanje količine kempferola u klijancima pekinškog kupusa (sl. 21 A). 
Tretmani klijanaca otopinama fenolnih spojeva nisu uzrokovali značajne promjene u 
količini sinapinske kiseline (sl. 21 B).  
 
 
Slika 21. Utjecaj A) vodenih ekstrakata biljaka i B) fenolnih spojeva na količinu kavene 
kiseline u klijancima vrste Brassica rapa ssp. pekinensis. H2O = kontrolne biljke tretirane 
vodom, gt = vodeni ekstrakt gospine trave, kop = vodeni ekstrakt koprive, kad = vodeni 
ekstrakt kadulje. 0 = kontrolne biljke tretirane puferom, kempf = kempferol, isorh = 
izoramnetin, fer = ferulična kiselina, p-coum = p-kumarinska kiselina. *označava statistički 
značajnu vrijednost (t-test) pri P≤0,05 naspram kontrole (A = voda, B = pufer). 
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 Iako postoji tendencija porasta količine svih identificiranih fenolnih spojeva u klijancima 
vrste Brasica rapa ssp. pekinensis nakon tretmana vodenim ekstraktima gospine trave, kadulje 
i koprive, taj porast kao i u slučaju tretmana fenolnim spojevima kempferolom, 
izoramnetinom, feruličnom i p-kumarinskom kiselinom statistički nije značajan (sl. 22 A i B). 
 
 
Slika 22. Količina svih identificiranih fenolnih spojeva u klijancima vrste Brasica rapa ssp. 
pekinensis nakon tretmana: A) H2O = kontrolne biljke tretirane vodom, gt = vodeni ekstrakt 
gospine trave, kop = vodeni ekstrakt koprive, kad = vodeni ekstrakt kadulje; B) 0 = kontrolne 
biljke tretirane puferom, kempf = kempferol, isorh = izoramnetin, fer = ferulična kiselina, p-
coum = p-kumarinska kiselina. Testiranje statističke značajnosti provedeno je uz P≤0,1. 
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4. RASPRAVA
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Šezdesetih godina prošlog stoljeća uspostavljena je tehnologija kulture biljnih stanica 
kao potencijalni „alat― za istraţivanje i proizvodnju biljnih sekundarnih metabolita (Bourgaud 
i sur. 2001). Danas je proučavanje ovih spojeva vrlo intenzivno zbog otkrića niza pozitivnih 
bioloških učinaka ovih spojeva u biljkama, kao i zbog činjenice da su vaţan izvor mnogih za 
čovjeka vaţnih farmaceutika (Bourgaud i sur. 2001.). Uz linije nediferenciranih staničnih 
kultura, istraţuju se i kulture čupavog korijenja („hairy roots―) te ostalih tkiva kao 
potencijalne „tvornice― biljnih sekundarnih metabolita. Osim na razini stanica i tkiva, 
povećanu razinu sekundarnih metabolita moguće je ostvariti i na razini organa, odnosno 
organizma i to se uglavnom postiţe tretmanom biljaka nekim patogenom (Treutter 2005), 
antibiotikom (Hassan 2007), simbiotskim bakterijama (Mishra i sur. 2006) ili primjerice 
salicilnom kiselinom, signalnom molekulom stresa u biljaka (War i sur. 2011). Svrha ovog 
diplomskog rada bila je istraţiti mogućnost primjene prirodnih biljnih ekstrakata ili 
pojedinačnih spojeva za povećanje količine fenolnih metabolita (glavne skupine 
antioksidanasa meĎu biljnim sekundarnim metabolitima) u klijancima pekinškog kupusa. U 
tom smislu istraţen je učinak biljnih ekstrakata gospine trave, koprive i kadulje, te flavonoida 
kempferola i izoramnetina, odnosno kiselina ferulične i p-kumarinske na sadrţaj fenolnih 
spojeva u klijancima pekinškog kupusa, vrste vrlo zastupljene u čovjekovoj prehrani. 
Rezultati su pokazali da, iako ekstrakt gospine trave sadrţi veću količinu kempferola od 
ekstrakta kadulje, ipak je ekstrakt kadulje uzrokovao značajan porast količine ovog flavonoida 
u klijancima pekinškog kupusa, dok ekstrakt gospine trave nije (sl. 15 A). Pretpostavljam da 
je do ovakvog rezultata došlo zato što je ekstrakt kadulje, u odnosu na ekstrakt gospine trave, 
uzrokovao veći stres za klijance; klijanci su nakon tretmana kaduljom bili deformirani i manji 
nego nakon tretmana gospinom travom (sl. 7) pa je vjerojatno pojačana sinteza kempferola 
kao jedne od obrambenih molekula biljnog organizma. Uloga kempferola u obrani biljaka od 
stresa već je prije dokumentirana. Dokazano ja da kempferol ima antioksidativna svojstva 
(Yamasaki i sur. 1997; Shimoji i Yamasaki 2005), antifungalnu ulogu (Padmavati i sur. 
1997), te ulogu u interakciji biljka-insekt (Burghardt i sur. 1997; Burghardt i sur. 2000; 
Burghardt i sur. 2001). Kempferol takoĎer ima funkciju u zaštiti biljaka od štetnih UV zraka 
koje uzrokuju stanična oštećenja. Primjerice, kumaroil derivati kempferola pokazali su daleko 
veću sposobnost apsorpcije UV-B valnih duljina od glikozida kvercetina (Strack i sur. 1988; 
Tattini i sur. 2007). Analogno mom rezultatu, Bajalan i sur. (2013) su objavili rezultate koji 
ukazuju na alelopatski učinak vodenog ekstrakta kadulje na klijanje sjemenki ječma 
(Hordeum vulgare L.) i prkosa (Portulaca oleracea L.). 
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U skladu s mojim očekivanjem ekstrakt gospine trave, koji inače kao dominantan 
flavonoid sadrţi kvercetin (sl. 11 A), uzrokovao je značajan porast količine kvercetina u 
klijancima pekinškog kupusa (sl. 16 A). Pretpostavljam da su dva moguća razloga ovakvog 
učinka: prijenos i akumulacija kvercetina iz ekstrakta gospine trave u klijance i/ili stimulacija 
ekspresije gena FLS (flavonol-sintaza) za sintezu kvercetina u klijancima pekinškog kupusa.  
Izoramnetin je u klijancima pekinškog kupusa zastupljen u znatno manjoj količini nego 
kempferol (sl. 10). Koncentracija izoramnetina nije bila promijenjena ni nakon jednog od 
primijenjenih tretmana; pretpostavljam da je to zato što je aktivnost enzima OMT (O-metil-
transferaza) u klijancima pekinškog kupusa minimalna u odnosu na primjerice aktivnost FLS 
(sl. 4) i dodavanjem supstrata (kvercetina) njegova aktivnost i dalje nije bila povećana. 
MeĎu identificiranima, jedini spoj čija je koncentracija porasla i nakon tretmana jednim 
biljnim ekstraktom (konkretno kaduljom) i nakon tretmana jednim fenolnim spojem (p-
kumarinskom kiselinom) je kavena kiselina. S obzirom da je u ekstraktu kadulje kavena 
kiselina dosta zastupljena (4.6 g/kg suhe mase), kao što se vidi na sl. 14, vjerojatno je došlo 
do apsorpcije ove kiseline iz ekstrakta u klijance. p-kumarinska kiselina je prekursor za 
sintezu kavene kiseline (sl. 4) i očito je njen dodatak potaknuo sintezu značajne količine 
kavene kiseline u klijancima.  
Količina p-kumarinske kiseline nije značajno promijenjena nakon niti jednog od 
primijenjenih tretmana. Ovakav rezultat objašnjavam činjenicom da je p-kumarinska kiselina 
jedan od glavnih prekursora u sintezi flavonola i hidroksicimetnih kiselina (sl. 4) i u 
klijancima se vjerojatno vrlo brzo kemijski pretvara u fenilpropanoidne produkte.  
Količina ferulične kiseline značajno je porasla samo nakon tretmana ekstraktom 
kadulje. S obzirom da ovaj ekstrakt u odnosu na one gospine trave i koprive sadrţi znatno 
veću količinu ferulične kiseline i njenog neposrednog prekursora, kavene kiseline (sl. 4), 
ovakav rezultat je očekivan i u skladu s mojom pretpostavkom o mogućnosti transporta 
fenolnih tvari iz ekstrakta u klijance pekinškog kupusa. TakoĎer, s obzirom da tretman 
ekstraktom kadulje uzrokuje stres za klijance pekinškog kupusa, a ferulična kiselina meĎu 
hidroksicimetnim kiselinama ima najbolji antioksidativni učinak (Sevgi i sur. 2015), 
pretpostavljam da je porast njene koncentracije ujedno i odgovor klijanaca spram stresa. 
Suprotno mojemu očekivanju, nakon tretmana feruličnom kiselinom nije zabiljeţena 
statistički značajno veća količina ove kiseline u klijancima. Pretpostavljam da učinkovitijem 
transportu ove kiseline iz ekstrakta doprinose odreĎeni spojevi ekstrakta koji „olabavljuju― 
stanične stijenke klijanaca i tako olakšavaju transport.  
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Tretman ekstraktom kadulje je značajno povećao i količinu sinapinske kiseline u 
klijancima. Najvjerojatniji razlog jest taj što ekstrakt kadulje sadrţi znatno veću količinu 
ferulične kiseline od ostalih ekstrakata, a ona je prekursor hidroksiferulične kiseline iz koje se 
sintetizira sinapinska.  
Sadrţaj fenolnih spojeva u biljkama ovisi o mnogo faktora, primjerice stadiju razvoja 
biljke i okolišnim čimbenicima kao što su tip tla, izloţenost sunčevim zrakama, količina 
padalina (Pandey i Rizvi 2009). Trenutno su aktualna istraţivanja kojima se nastoji pronaći 
način kako povećati sadrţaj fenolnih spojeva u biljkama (Karlund i sur. 2014; Antognani i 
sur. 2007; Lancaster i sur. 2000). Rezultati ovog rada ukazuju na mogućnost korištenja 
vodenih ekstrakata gospine trave za obogaćivanje klijanaca pekinškog kupusa flavonoidom 
kvercetinom. S obzirom da su za kvercetin zabiljeţeni brojni pozitivni biološki učinci (Alía i 
sur. 2006; Báidez i sur. 2006; Jullian i sur. 2007; Li i Xu 2008) obogaćivanje biljaka ovim 
flavonoidom moglo bi imati potencijal u proizvodnji biljnog materijala vrijednog za 
industrijsku primjenu (pr. poljoprivrednu, prehrambenu i farmaceutsku). Dodatna vaţnost 
ovog rezultata leţi u činjenici da je ostvaren jednostavnom metodom koja ne predstavlja rizik 
za okoliš, kao što su to npr. metode genetskog inţenjeringa kojima se stvaraju transgenične 
biljke, a koje su do sada obično korištene u kontekstu obogaćivanja biljaka odreĎenim 
metabolitom (Connor 2015). 
TakoĎer, rezultati ovog rada upućuju na daljnje istraţivanje učinka ekstrakta gospine 
trave na fenolni profil pekinškog kupusa, prije svega u odraslim biljkama, te na istraţivanje 
potencijalnog učinka ekstrakta gospine trave u zaštiti pekinškog kupusa od patogena. 
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5. ZAKLJUČAK 
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Glavni zaključci ovog diplomskog rada: 
 
1.) Količina dominantnih flavonoida i fenolnih kiselina u vodenim ekstraktima gospine trave,   
     koprive i kadulje nije se znatno promijenila 24 h nakon njihove pripreme. 
2.) MeĎu korištenim biljnim ekstraktima, onaj gospine trave sadrţi značajno najveću  
     koncentraciju kvercetina, dok onaj kadulje sadrţi najveću koncentraciju kavene kiseline. 
3.) Vodeni ekstrakt kadulje koncentracije 2.5g/dm
3
 negativno je utjecao na rast i razvoj  
      klijanaca pekinškog kupusa – klijanci su manji i deformirani u odnosu na kontrolnu  
      skupinu. 
4.) Dominantni flavonoid u klijancima pekinškog kupusa je kempferol. Zabiljeţene su i manje  
      koncentracije kvercetina i izoramnetina. 
5.) Vodeni ekstrakt gospine trave koncentracije 2.5g/dm
3
 znatno je povećao  količinu  
      kvercetina u klijancima pekinškog kupusa.  
6.) Vodeni ekstrakt kadulje koncentracije 2.5g/dm
3 znatno je povećao količinu kempferola,  
      kavene, ferulične i sinapinske kiseline u klijancima pekinškog kupusa. 
7.) Tretman p-kumarinskom kiselinom koncentracije 10µM (2.3g/dm3) znatno je povećao  
      koncentraciju kavene kiseline u klijancima pekinškog kupusa. 
8.) Količina svih identificiranih fenolnih spojeva u klijancima pekinškog kupusa nije se   
     značajno promijenila nakon niti jednog od ispitanih tretmana. 
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